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© Mikrobielle Synthase von DodecandisSure 

Fur ein Verfahren zur fermentBtiven Umwandlung , von 
Fettsaureestergemlschen. die zumindest 
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Beschreibung 

Die Erfindung liegt auf dem Gebiet der spezifischen Umwandlung von Ci 2 -Fettsaureestern zu alpha-omega- 
Dicarbonsauren und stellt fQr die gezielte Umwandlung von Methyllaurat neue Mutanten von Candida tropicalis 
5 sowie ein geeignetes Verfahren zur Verffigung. 

Dicarbonsauren mit mehr als 10 C-Atomen sind nach Methoden der praparativen organischen Chemie im 
technischen MaBstab schwer herstellbar. Dies gilt insbesondere fur Dicarbons&uren, die auBer den beiden 
endstandigen Carboxylgruppen noch weitere funktionelle Gruppen wie Doppelbingungen oder Hydroxylgrup- 
pen aufweisen. 

io Man hat daher versucht, aus gut zuganglichen Rohrstoffen mit Hilfe der Stoffwechselleistungen verschiedener 
Mikroorganismen Dicarbonsauren prfiparativ zu erzeugen. So wird in der deutschen Patentschrift 21 40 133 
vorgeschalgen, auf Alkane, primare Alkanole oder Carbonsauren Hefen der Gattung Candida oder Pichia unter 
Fermentationsbedingungen einwirken zu lassen. Bei Einsatz von zum Beispiel einem speziellen Stamm von 
Candida lipolytica entstehen dabei Dicarbonsauren, deren C-K.ette gegenuber dem Ausgangsmaterial nicht oder 

15 nicht wesentlich abgebaut ist und auch ansonsten keine VerSnderungen wie Einfuhren neuer funktioneller 
Gruppen aufweist Ahnliche Verfahren, die von anderen Rohstoffen ausgehen, bei denen spezielle andere 
Mikroorganismen eingesetzt werden, sind beschrieben in den US-Patenten 39 75 234 und 43 39 536; in der 
britischen Patentschrift 14 05 026 sowie in den deutschen Offenlegungsschriften 21 64 626, 28 53 847, 29 37 292 
und 29 51 177. 

20 Das US- Patent 44 74 882 hat ungesattigte Dicarbonsauren zum Gegenstand. Diese werden gewonnen, indem 
ein Stamm der Spezies Candida tropicalis zur Umwandlung von ungesattigten Monocarbonsauren mit 14 bis 22 
C-Atomen eingesetzt wird. Die ungesattigten Dicarbonsauren entsprechend in der Anzahl und Lage der Dop- 
pelbindung den Ausgangsmaterialien. 
Nach all den genannten Verfahren werden jedoch die gewunschten Dicarbonsauren nur in recht kleinen 

25 Mengen erhalten. So sind im genannten US-Patent bei einer Fermentationsdauer von 2 Tagen Ausbeuten an 
Dicarbonsaure zwischen 0,65 g/1 und maximal 1,96 g/1 genannt Fur ein technisch genutztes Verfahren sind 
derartige Ausbeuten zu niedrig. 
In der nicht vorveroffentlichten deutschen Patentanmeldung, Aktenzeichen P 37 21 1 19.6, wird eine Mutante 
. von Candida tropicalis beschrieben, die in der Lage ist, Substrate mit einer Kettenlange von 14 C-Atomen, 

30 beispielsweise Methylmyristat gezielt in eine Dicarbonsaure mit 14 C-Atomen umzuwandeln. 

Vor dem Hintergrund dieses Standes der Technik bestand der Wunsch, einen Mikroorganismus zur Verfii- 
gung zu haben, der in der Lage ist, Ester der Larinsaure, z. B. MethyDaurat, in die entsprechende Dicarbonsaure 
umzusetzen und der dabei eine hohere Transformationsgeschwindigkeit fur CirVerbindungen als fur deren 
h6here Homologen (Cu, Cie, Q 8 ) aufweist DarQber hinaus soli ten fur ein technisches Verfahren hinreichende 

35 Ausbeuten erreicht werden. 

Gegenstand der Erfindung ist somit ein Candida tropicallis-Starnm mit der Hinterlegungsbezeichnung DSM 
4277 (DC2— C2009) (hinterlegt nach Budapester Vertrag) sowie dessen Mutanten und Varianten, die die Fahig- 
keit aufweisen, Methyllaurat mit einer hdheren Tranformationsgeschwindigkeit als dessen hohere Homologe in 
alpha-omega-Dicarbonsauren umzuwandeln. 

40 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur fermentativen Umwandlung von Fettsaureester- 
gemischen, die zumindest anteilsweise Laruinsaureester enthalten, in Dicarbonsauren niit gleicher C-Atoman- 
zahl, bezogen auf den FettsaureteiL dadurch gekennzeichnet, daB die Umwandlung in Gegenwart eines Mikro- 
organismenstamraes Candida tropicalis DC2-C 2009 (DSM 4277) (hinterlegt nach Budapester Vertrag) und/ 
oder dessen Mutanten und/oder Varianten, die die FShigkeit aufweisen, Methyllaurat mit h&herer Transforma- 

A5 tionsgeschwindigkeit als dessen hShere Homologe in alpha-omega-Dicarbonsauren umzuwandeln, durchgefQhrt 
wird 

Der erfindungsgemaB eingesetzte Stamm Candida tropicalis DC2— C 2009 (hinterlegt nach Budapester Ver- 
trag) wurde durch Mutation und Selektion aus dem dffentlich zuganglichen Stamm Candida tropicalis ATCC 
20 336 gewonnea AuBer dem hinterlegten Stamme sind auch dessen Mutanten und Varianten einsetzbar, sowie 

so sie die o. g. Fahigkeit zur bevorzugten Umwandlung von Laurinsaureestern zu Dodecandicarbonsaure besitzen. 
Derartige Mutantenstamme lassen sich durch Mutationen und Selektion, insbesondere durch mehrfache 
Mutation und mehrfache Selektion gewinnen. Die Mutation kann beispielsweise durch energiereiche Bestrah- 
lung wie UV- oder R6ntgenstrahlung erfolgen. Geeignet ist insbesondere aber auch die Behandlung der Zellen 
mit mutagenen Agentiea Geeignete mutagen Agentien sind beispielsweise Nitrosoguanidinverbindungen — 

55 wie beispielsweise l-Methyl-3-nitro-l-nitrosoguanidin — oder Ethylmethansulfonat Im einzelnen kann hier auf 
die allgemeinen Angaben des Standes der Technik verwiesen werden, siehe hierzu beispielsweise US- Patent- 
schrift 40 29 549, Spalte 2, Zeilen 57 ff„ rait den dort enthaltenen Verweisungen. 

Zur Herstellung von Mutanten, die filr das erfindungsgemaBe Verfahren geeignet sind, werden die Bedingun- 
gen von Konzentration und Einwirkzeit des mutagenen Agens so gewahlt, daB die Ausgangspopulation durch 

60 die Behandlung zu 10 bis 99,999 Prozent inaktiviert wird. Vorzugsweise wird eine Abtotungsrate von 50 bis 99,9 
Prozent gewahlt. 

Zur nachfolgenden Auslese der erfindungsgemaB geeigneten Mutanten aus dergroBen Population der Mikro- 
organismen nach der Mutationsbehandlung werden Kulturbedingungen gewahlt, unter denen die abgeanderten 
spezifischen Eigenschaften der entstandenen Mutantenstamme zum Selektionsvorteil werden oder erkennbar 
65 werdea Zur Selektion kann die nach der Mutation erhattene Mikroorganismenpopulation beispielsweise auf 
einem Minimalmedium angebrOtet werden, das als einzige Kohlenstoffquelle die im erfindungsgemaBen Verfah- 
ren eingesetzten Substrate enthaMt Diejenigen mutierten Mikroorganismen, die aufgrund der Mutationsbehand- 
lung ihre Fahigkeit verloren haben, auf der jetzt vorliegenden Kohlenstoffquelle zu wachsen, kdnnen sich beim 
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zuzufiigen. So werden gQnstige Ergebnisse erzielt, wenn insgesamt 0,1 bis 3 Gew.-%, bczogen auf Fermenta- 
tionsmedium, an Emulgatoren vorhanden sind Geeignet sind hier physiologisch vertragliche Emulgatoren und 
insbesondere physiologisch vertragliche nichtionischc Emulgatoren. So konnen bcispielsweisc Zuckerester oder 
auch Sorbitanester, ethoxylierte Zuckerster, ethoxylierte Sorbitanester odcr auch Alkylglycoside eingesetzt 
5 werden. 

Als weitere Hilfsstoffe k6nnen bei dem erfindungsgemaBen Verfahren auch Schauminhibitoren zugesetzt 
werden. Bevorzugt sind biovertragliche Schauminhibitoren, wie beispielsweise solche auf Basis Polypropylen- 
glykoL Notigenfalls kdnnen weitere Cbliche Hilfsstoffe zugesetzt werden. 

Die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erhaltenen Dicarbonsauren entsprechen in ihrer Kettenlange 
to dem Saureanteil der eingesetzten Ester. Aufgrund der hoheren Substratspezifitat fur CirEster entsteht Dodec- 
andisaure (Dekandicarbonsaure) besonderer ReinheiL So kann aus technischem Methyllaurat die genannte 
Saure in 98% iger Reinheit erhalten werden. 

FQr viele Anwendungen sind die bei der Fermentation hergestellten gesattigten Dicarbonsauregemische 
direkt einsetzbar. So kdnnen die Gemische beispielsweise direkt zur Modifizierung von Polymeren, insbesonde- 
15 re Harzen eingesetzt werdea 

Die folgenden Beispiele wurden mit dem Stamm Candida tropicalis DC 2-C 2009 (DSM 4277) durchgefflhrt 

Beispiele 

2 0 Belspiel 1 

1. Kulturbedingungen und Reaktionsfilhrung 

1.1 Stammhaltung 

25 Malzextrakt-Schragrahrchen sowie Lyophilisate 

1.2 Schtlttelkolben (100 ml Arbeitsvolumen) 

12A Vorkultur I 

24 stundige Inkubation einer Schragrohrchenabimpfung in 100 ml YM-Bouillon (Yeast-Malt-Extrakt- 
Bouillon pH 6 (Fa. Difco) bei 30° C und 150 rpm auf der SchOttelmaschine 

30 

Vorkultur II 
Yeast-Nitrogen-Base (Difco) 0,67% 
Natriumacetat 03% 
Pepton 0,3% 
35 Hefeextrakt 0^% 

Glucose 2% 
gelfist in 0,1 M Phosphat-Puffer 
pH 72 

Ansatz 100 ml in 500-ml-Erlenmeyer-Schikane-Kolben 
Inokulum 1 0 ml Vorkultur I 

Inkubation bei 30° C und 150 rpm SchQttelgeschwindigkeit bis zum vollstandigen Verbrauch der 
Glucose(ca. 24 Stunden) 

\22 Tranformationskultur 

Yeast-Nitrogen-Base (Difco) 0,67% 

ethoxyliertes Sorbitan Monooleat 0,2% 

so Methyllaurat (technisch) 4% 

Phosphat-Puffer 0,2 M 

pH 8 

55 Ansatz 50 ml in 500-ml-Erlenmeyer-Schikane-Kolben 

Inokulum 50 ml Vorkultur II 
Reakuons-Ph Wert 7,2 

Inkubation bei 30° C und 1 50 rpm Schtittelgeschwindigkeit 
Einhalten einer glucosefreien Induktionsphase (4—8 Stunden) 
60 tagliche Zudosierung von 0^% Glucose nach Ende der Induktionsphase 

tftgliches Nachstellen des pH-Wertes auf 7,2 
tagliche Probennhame 
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Nach 96 Stunden Transformationszeit betrug die Dodecandisaureausbeute 10 g/L 

Beispiel 2 
2. Herstellung im Kleinfermenter 
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2 1 KJeinfermentation (1,5 1 Arbeitsvolumen) 
Geratetyp Fa. Braun, Biostat E (RQhrfermenter) 

"stOnSSkubation einer Schragrohrchenabimpfung in Wurze-Bouillon (150 ml/Fa. Merck) 
23 Fermenterkultur 
2.3.1 Medium 

Glucose 3% 
Hefeextrakt 

MaisqueUwasser «>'™ 

(NH^O, WJ 
NH4NO3 

NaHjP0 < i 

K 2 HP0 4 WJJ 

iS so - 7Hj0 s 



MnCl 2 



0,05% 



ZnSO<x7H 2 0 0,01% 

FeS0 4 x7H 2 0 0,005% 
Biotin 

ethoxyliertes Sorbitan Monooleat v?W> 

pH fin 



0 ( 0001% 20 
0,29 
6,0 



21 Shifuon Suf 7,2; gleichzeitig Zugabe von 2% Methyllaurat 30 

einer 4 bis 8stundigen Induktionsphase 

tagliche Probenahme 35 
Nach l20Stunden Transforation g/L 

Beispiel 3 

DC 2-C 2009 (DSM 4277) eine Reihe unterschiedhcher Substrate umgeseizx. vk iiugcuu 



erhalten: 



Kettenlange Alkan 



Monosaure Mcthylester 45 



C12 2-3 g/ 0 10-12g/l 

C13 lg/1 3g/l 2g/l 



C14 lg/1 3 ^ 

Spur n.b. n.b. 

0 0 ig/i 



50 



C15 
C16 

il b. ■= nicht bestimmt 



Patentanspruche 



55 



65 



setzt werden. 
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S man nach Vc * treichen einer Induktionsphase von mehreren Stunden sov!el Cosubstrat zudosiert, 
Emulgatoren, Schauminhibitoren und gewunschtenfalls weitcre HUfsstoffe zugesetzt werden. 



15 



20 



25 



40 



45 



GO 



65 



6 



